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摘要 : 为 探讨 二 化 蜡 Chilo suppressalis (Walker) 肠 道 微 生物 多 样 性 与 抗 药性 的 关系 , 本 研究 采用 基于 16S rDNA 的 
变性 梯度 凝 胶 电 注 (DGGE) 和 16S rDNA 文库 序列 分 析 方 法 , 检测 和 分 析 了 二 化 旦 4 个 抗 药性 水 平 不 同 的 种 群 幼 
虫 中 肠 细菌 群落 多 样 性 。 生 测 结果 表明 ,以 二 化 蜡 黑 龙 江 种 群 (HLJ 种 群 ) 作 为 相对 敏感 品系 , 连云港 种 群 (LYC 
种 群 ) 对 杀 虫 单 、 毒 死 蝗 、 三 唑 磷 的 抗 性 为 低 抗 至 中 抗 水 平 ， 瑞 安 种 群 (RA 种 群 ) 和 诸暨 种 群 (ZJ 种 群 ) 的 抗 性 为 
中 抗 至 极 高 抗 水 平 , 这 3 个 种 群 对 阿 维 菌 素 均 为 敏感 水 平 。16S rDNA 文库 序列 分 析 表 明 ，PCR 扩 增 得 到 的 16S 
rDNA 基因 代表 了 二 化 蜡 幼 虫 中 肠 内 21 种 细菌 系统 发 育 型 ， 其 中 大 多 数 属于 链球 菌 属 Streptococcus。 在 不 同 抗 药 
性 水 平 二 化 量 种 群 中 , 幼虫 中 肠 微 生物 群落 除 ZJ 种 群 的 Lactococcus garvieae, L. lactissubsplactis 和 Ochrobactrum 
anthropic 等 3 种 菌 较 丰 富 外 ,其余 均 以 肠 球菌 属 Enterococcus 为 主 。DGGE 图 谱 显 示 ，HILJ 种 群 条 带 较 为 单一 ， 
LYG 种 群 条 带 最 为 丰富 , ZJ 种 群 与 RA 种 群 条 带 丰 富 度 相似 。4 个 种 群 均 出 现 Erierococcus Joecium， 五 jirae 和 
Arthrobacter sp. 等 细菌 , 且 以 肠 球菌 属 Enterococcus 为 主 。 结 果 显 示 了 不 同 抗 药性 水 平 的 二 化 蜡 种 群 中 肠 细 菌 群落 
的 丰富 度 存 在 差异 , 推测 可 能 与 二 化 虹 不 同 抗 药性 差异 有 关 。 
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Diversity analysis of bacterial community in midguts of larvae of the 
striped stem borer, Chilo suppressalis ( Lepidoptera: Crambidae) , with 


different levels of resistance to insecticides 

ZHANG Jue-Feng, HE Yue-Ping, CHEN Jian-Ming’ (State Key Laboratory Breeding Base for Zhejiang 
Sustainable Pest and Disease Control, Institute of Plant Protection and Microbiology, Zhejiang Academy 
of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, China) 

Abstract: Bacterial community im midguts of larvae of four populations of the striped stem borer, Chilo 
suppressalis, with different levels of resistance to insecticides was detected and analyzed using PCR-DGGE 
and 16S rDNA libraries. The bioassay showed that compared to the susceptible strain ，the Heilongjiang 
population ( HLJ population ), the Lianyungang population ( LYG population ) had low to middle 
resistance level to monosultap, chlorpyrifos and triazophos, the Rui an population (RA population) and 
Zhuji population (ZJ population) had middle to very high resistance level to the above three insecticides, 
and the latter three populations all were susceptible to avermectins. DNA sequence analysis indicated that 
the PCR-amplified 16S rDNA genes represented 21 bacteria phylotypes, and most of them belonged to the 
genus Streptococcus. Bacterial community in larval midgut of four different resistant populations was 
mainly the genus Enterococcus, except that the dominant bacteria in ZJ population were Lactococcus 
garvieae, L. lactissubsplactis and Ochrobactrum anthropic. The DGGE profiles demonstrated that the 
bands of HLJ population were simple, those of LYG population were the most abundant, and the band 
richness of ZJ population was similar to that of RA population. The common bacteria in the four 
populations were Enterococcus faecium, Ek. hirae and Arthrobacter sp., and the main bacteria were the 
genus Enterococcus. The results suggest that there is difference in bacterial abundance in larval midgut of 


CG. suppressalis with different levels of resistance to insecticides, which may be related to the difference of 
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resistance to insecticides among different populations of C. suppressalis. 


Key words.: Chilo suppressalis; resistant population; midgut; PCR-DGGE; 16S rDNA libraries; bacterial 


community diversity 


肠 道 微生物 菌 群 对 寄主 具有 重要 意义 , 肠 道中 
的 微生物 种 类 繁多 , 涵盖 了 从 病原 菌 到 互利 互惠 的 
共生 菌 等 不 同 微生物 。 如 人 类 中 肠 内 的 微生物 个 体 
数量 将 近 10 “个 , 超过 体 细胞 与 生殖 细胞 的 个 数 总 
和 ( 约 10 个 )。 与 哺乳 动物 相 类 似 , 昆虫 肠 道内 也 
存在 数目 巨大 的 共生 微生物 类 群 , 参与 寄主 昆虫 的 
消化 、 营 养 吸收 、 繁 殖 ( Campbell ,1989 ) 以 及 抵抗 
病原 微生物 的 侵袭 〈《Dillon et al., 2005 ) 等 。 昆虫 肠 
道 共 生 微 生物 的 研究 已 经 在 白蚁 、 蚜 忠 、 飞 避 
( Brune and Friedrich, 2000; Douglas et al., 2002,; 
Haynes et al.，2003 ) 及 蝗虫 (Dillon and Charnley， 
2002 ) 等 特殊 类 群 的 昆虫 中 展开 。 

鲜 蕊 目 害 虫 是 作物 上 的 一 类 主要 害虫 , 肠 道内 
有 着 丰富 的 微生物 类 群 , 肠 道 微生物 的 研究 主要 集 
中 在 不 同 种 群 鳞 这 目 害 忠 中 肠 细 菌 群落 的 多 样 性 
( McKillip et al., 1997 ; Broderick et al., 2004 ; 相 辉 
等 , 2007) 。Broderick 等 (2004 ) 首次 运用 培养 与 构 
建 16S 文库 相 结合 的 方法 分 析 舞 毒 峨 Lymantria 
dispar 3 龄 幼虫 的 中 肠 细 天 群落 多 样 性 , 结 末 表明 ， 
取 食 植物 的 种 类 影响 舞 毒 蛾 中 肠 细菌 群落 的 多 样 
性 。 相 辉 等 (2007 ) 等 利用 构建 文库 与 DGGE 相 结 
合 的 方式 对 取 食 不 同 饲料 的 家 看 中 肠 细菌 群落 多 样 
性 分 析 , 结果 表明 , 食物 的 差异 并 未 引起 家 看 中 上 肠 
细 阔 群落 多 样 性 的 差异 。 对 Bt 蛋 日 抗 性 和 敏感 的 
棉铃 忠 中 上 肠 细菌 群落 的 研究 表明 两 个 种 群 内 优势 菌 
群 非常 相似 , 但 在 部 分 劣势 菌 群 上 存在 差异 , 说 明 
棉铃 忠 肠 道 菌 在 Bt 杀 虫 过 程 中 对 宿主 具有 保护 作 
用 ( 张 浩 等 , 2012 ) ， 而 舞 毒 蛾 肠 道 菌 对 Bt 杀 虫 则 
具有 增 效 作用 (Broderick et al.，2006 ) 。Mckillip 等 
(1997 ) 等 对 美国 西北 部 发 生 严 重 的 卷 叶 蛾 
Pandemis pyrusana 中 肠 细菌 进行 鉴定 时 发 现 普遍 存 
在 于 土壤 、 植物 叶 际 的 菌株 通过 动物 、 植 物 、 微 生 
物 营 养 级 的 长 期 共同 进化 可 在 昆虫 肠 道内 形成 密切 
的 寄生 关系 。 由 此 可 见 ， 鳝 翅 目 昆虫 的 肠 道 共 生 天 
群落 与 寄主 取 食 的 食物 与 生存 环境 、 行 为 反应 有 着 
密切 的 关联 。 

二 化 旦 Chilo suppressalis (Walker ) 属 鳞 翅 目 
(Lepidoptera ) 草 旦 蛾 科 (Crambidae) , 是 我 国 水 称 种 
植 区 的 最 重要 害虫 之 一 。 近 年 , 由 于 耕种 制度 的 改 
变 , 特殊 品质 稻米 的 种 植 , 气候 因素 以 及 田间 二 化 


虹 抗 药性 的 产生 等 原因 影响 ,导致 二 化 旦 连年 大 发 
生 。 研 究 不 同 抗 药 性 种 群 二 化 旦 幼虫 肠 道 微生物 群 
落 结构 对 于 明确 二 化 虹 抗 药性 的 产生 机 理 具 有 重要 
意义 。 本 文采 用 核糖 体 16S rDNA 作为 分 子 标记 的 
变性 梯度 电泳 以 及 文库 序列 分 析 手 段 ， 对 采集 于 我 
国 责 北 不 同舟 区 , 具有 不 同 抗 药性 水 平 的 二 化 坚 肠 
道 细 戎 区 系 进行 研究 ,试图 换 讨 肠 起 细 戎 与 二 化 旦 
抗 药性 的 可 能 联系 以 及 不 同 抗 性 水 平 对 其 肠 道 微 生 


态 结构 可 能 的 影响 , 进而 为 二 化 肾 抗 药性 的 田间 欣 
制 提 供 理论 依据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 

2012 年 4 -6 月 采集 于 江苏 连云港 、 浙 江 诸 奴 
和 瑞安 、 黑 龙 江 五 第 等 4 个 地 区 的 田间 二 化 蝶 卵 块 
或 老 康 幼虫 或 师 ,， 详细 采集 信息 见 表 1。 田 间 采 集 
的 二 化 蜡 卵 块 孵 化 后 , 用 二 化 蝶 人 工 饲 料 饲养 1 
代 , 取 4 龄 幼虫 用 于 实验 。 人 饲养 环境 : 温度 28 + 
0.5C ,光照 周期 16L:8D。 
1.2 供 试 药剂 

90% 杀 虫 单 原 药 ( 江 苏 溧 化 化 学 有 限 公 司 提 
供 ) ,88% 三 唑 磷 原 药 ( 江 苏 宝 灵 化 工 股份 有 限 公 司 
提供 ) , 95% 毒 死 蛇 原 药 ( 江苏 南通 江山 农药 化 工 股 
份 有 限 公 司 提供 ) , 93% 阿 维 菌 素 原 药 (河北 威 远 生 
物化 工 股份 有 限 公 司 提供 ) 。 
1.3 毒 力 测定 方法 

采用 点 滴 法 进行 生物 测定 。 以 体重 为 6 ~9 mg 
的 4 龄 中 期 幼虫 为 标准 试 虫 。 供 试 幼 虫 置 于 直径 $ 
cm 的 塑料 培养 下 中 , 每 下 5 头 ; 药剂 用 丙酮 配制 成 
5 ~6 个 系列 浓度 药 液 , 用 毛细 管 容 积 为 0.04 pL 的 
不 锈 钢 毛 细 管 点 滴 需 , 逐 头 点 滴 药 液 于 幼虫 胸部 背 
面 ,每 浓度 点 滴 10 头 , 重复 3 次, 共 30 头 , 以 点 滴 
丙酮 为 空白 对 照 。 处 理 后 的 幼虫 置 于 温度 28 + 
0.5%C、 光 照 周 期 16L: 8D 的 培养 箱 中 。 根 据 药剂 对 
昆虫 的 作用 快慢 来 确定 药剂 处 理 后 的 检查 结果 的 时 
间 ， 有 机 磷 类 以 处 理 后 48 h 检查 结果 , 阿 维 菌 素 以 
处 理 后 96 h 检查 结果 。 以 触动 后 虫 体 不 能 协调 运 
动 为 死亡 标准 。 
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种 群 代码 


Population code 


RA 


HLJ 


ZJ 


LYG 
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表 1 


二 化 晶 种 群 采集 情况 


Table 1 Collection of Chilo suppressalis populations 


种 群 


Population 


瑞安 种 群 


Rui an population 


黑龙 江 种 群 


Heilongjiang population 


诸暨 种 群 
Zhuji population 


Lianyungang population 


采集 地 点 


Collecting location 


浙江 瑞安 
Rui an，Zhejiang 


黑龙 江 五 党 
Wuchang, Heilongjiang 


浙江 诸暨 
Zhuji, Zhejiang 


江苏 连云港 


Lianyungang, Jiangsu 


采集 时 间 


Collecting date 


4 月 下 外 
The last ten-day 
period of Apnil 


6 月 下 外 
The last ten-day 


period of June 


4 月 下 外 
The last ten-day 
period of Apnil 


6 月 上 名 
The first ten-day 


period of June 


样本 来 源 及 代 次 
Sample source and generation 
早 称 秧田 , 1 代 
Early rice seedling field, 


1st generation 


早稻 秧田 , 1 代 
Early rice seedling field ， 


1st generation 


称 田 越冬 代 
Rice field, 


overwintering generation 


早稻 秧田 , 1 代 
Early rice seedling field ， 


1st generation 
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虫 态 


Developmental stage 


卵 块 
上 gg mass 


老 部 幼虫 或 是 


Mature larva or pupa 


老 部 幼虫 或 是 


Mature larva or pupa 


卵 块 
上 gg mass 


1.4 中 肠 的 分 离 及 总 DNA 的 提取 

二 化 旦 生长 发 育 到 4 龄 第 2 天 时 , 每 个 处 理 各 
取 20 尖 ,无 菌 操作 条 件 下 解剖 出 中 上 肠 , 仔细 取出 并 
去 除 中 肠 内 含 物 , 在 无 菌 水 中 缓慢 清洗 后 放 入 一 个 
灭 阔 的 2 mL 离心 管 中 ，-20C 条 件 下 保存 以 便 用 
于 DNA 的 提取 。 细 菌 DNA 的 提取 采用 细菌 DNA 
提取 试剂 盒 (OMEGA, USA)，, 提取 的 DNA 溶 于 200 
AL ddH,0 中 。 
1.S PCR 扩 增 

用 引物 27f (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 
3’) 和 1492r (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) 
扩 增 二 化 旦 中 肠 的 16S rDNA 以 构建 文库 。25 pL 
PCR 反应 体系 中 包含 : DNA 模板 5 pL, 引物 ( 10 
mmol/L) 各 0.5 nL, dNTPs (10 mmol/L) 0.5 pL, 
10 x PCR Reaction Buffer ( 含 Mg ) 2.5 nL 和 0.5 
U 的 Taq DNA 聚合 酶 ( TaKaRa, Japan) 。PCR 反应 
在 Applied Biosystems PCR 仪 上 进行 。 扩 增 程序 为 : 
9S% 预 变性 1.$ min; 95%C 0.5 min, 60%C 0.5 min ， 
72% 3 min, 5 循环 ; 95%C 0.5 min, 55%C 0.5 min ， 
72%C 3min, 循环 5 次 ; 95C 0.5 min, 50%C 0.5 
min, 72%C 3min, 循环 25 次 ; 72% 延伸 10 min。 

DGGE 的 16S rDNA V3 区 扩 增 所 用 的 引物 为 : 
343f (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 和 534r 
(5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') 。 在 正 加 引物 的 和 
问 加 入 一 段 称 作 GC 夹子 的 富 售 GC 的 序列 
(5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGC 
CCGGGGG-3') 以 提高 PCR 产物 在 进行 变性 梯度 电 


泳 时 的 稳定 性 。PCR 反应 体系 同 前 。 扩 增 程序 为 : 
94 亿 预 变性 5 min; 第 1 和 2 轮 循环 947 变性 
1 min,，64% 退火 1 min, 72% 延伸 2 min; 其 后 的 18 
个 循环 , 退火 温度 每 2 个 循环 降低 1%C ,其 他 条 件 
不 变 ; 最 后 15 个 循环 退火 温度 为 55%C ,其 他 条 件 
不 变 ; 72% 延伸 10 min。PCR 产物 经 过 一 次 扩 增 
(9S% 0.5 min, 50%C 0.5 min, 72%C 1 min, 循环 3 
次 ; 72% 延伸 10 min) 后 , 用 纯化 试剂 盒 ( 申 能 博 
彩 ) 纯化 。 
1.6 16S rDNA 文库 的 构建 及 序列 分 析 

对 各 个 处 理 组 的 16S rDNA PCR 产物 构建 文 
库 。 已 纯化 的 16S 全 长 PCR 产物 ( 1.5 kb 左右 ) 连 
接 到 pMD18-T 载体 (TaKaRa) 后 转 入 大 上 肠 杆菌 
Escherichia coli。 每 个 文库 至 少 挑 取 30 个 阳性 元 隆 。 
测序 结果 在 NCBI 数据 库 中 进行 比 对 , 寻找 同 源 性 
最 高 的 序列 , 同 源 性 以 一 致 序列 所 占 的 百分比 作为 


标准 。 
1.7 变性 梯度 凝 胶 电 泳 及 产物 割 胶 回收 


PCR 产物 经 过 PCR 纯化 试剂 盒 (杭州 洗 基 生物 
科技 有 限 公 司 ) 纯化 后 , 样品 取 8 pL 上 样 , 采用 
Decode Universal Mutation Detection System ( Bio- 
Rad, USA ) 对 细菌 PCR 扩 增 产物 进行 电泳 分 离 。 
电泳 条 件 : 凝 胶 变 性 梯度 35% ~ 60%, 电泳 温度 
60%C ,电泳 时 间 12 hp。 电 泳 结束 后 , SYBR Green [ 
染色 30 min, 用 Gel Doc 2000 凝 胶 成 像 系 统 ( Bio- 
Rad ,USA ) 观察 凝 胶 上 的 条 带 、 操 照 并 对 差异 和 优 
势 条 市 进行 切 胶 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 4 种 杀 虫 剂 对 二 化 暇 幼虫 的 毒 力 

2012 年 采用 后 滴 法 测定 了 毒 死 迪 、 三 唑 克 、 阿 
维 菌 素 和 杀 虫 单 对 黑龙 江 五 常 、 江 苏 连云港 、 浙 江 
瑞安 和 诸暨 4 个 田间 种 群 二 化 虹 4 龄 幼虫 的 毒 力 ， 
由 于 连 龙 江 五 各 地 区 用 药水 平 很 低 ,， 故 将 该 地 区 作 


为 相对 敏感 品系 。 测 定 发 现 连云港 种 群 对 杀 虫 单 约 
有 20 售 抗 性 ,对 毒 死 蛇 和 三 唑 克 产 生 6 ~8 倍 抗 
性 , 对 阿 维 菌 素 敏感 (1 ~2 倍 )。 瑞 安 种 群 对 三 哄 
友 和 杀 虫 单产 生 高 抗 水 平 (671 倍 和 130.8 倍 ), 对 
毒 死 昕 产生 中 等 水 平 抗 性 (36. 6 倍 ), 对 阿 维 菌 素 
敏感 (1.75 倍 ); 诸 紧 种 群 对 杀 虫 单 和 三 唑 克 具 有 
极 高 抗 性 水 平 (202.6 和 678. 1 倍 ) ， 对 毒 死 蝗 产 生 
20 倍 左右 抗 性 , 对 阿 维 阔 素 敏 感 (3 ~5 倍 )( 表 2) 。 


表 2 田间 二 化 晶 对 4 种 杀 虫 剂 的 抗 性 


Table 2 Resistance of Chilo suppressalis from rice fields to four insecticides 


种 群 药剂 LDs(95% 置 信 限 ) (pg/ 头 ) 斜率 抗 性 倍数 抗 性 水 平 
Population Insecticides LDso( 95% confidence limit) (pg/individual) Slope RR Resistance level 
HUJ 阿 维 菌 素 Avermectins 0.0002 (0.0001 -0.0002) 3.07 1.0 S 
毒 死 蜂 Chlorpyrifos 0.0084 (0.0073 -0.0095) 5.19 1.0 S 
三 唑 磷 Triazophos 0.0062 (0.0051 -0.0074) 3. 13 1.0 S 
杀 虫 单 Monosultap 0.2849 (0.2293 -0.3579) 2. 15 1.0 S 
LYG 阿 维 菌 素 Avermectins 0. 0002 (0.0002 -0.0003) 3.27 1.2 S 
毒 死 蜂 Chlorpyrifos 0.0563 (0.0429 -0.0709) 2. 46 6.7 L 
三 唑 磷 Triazophos 0.0514 (0.0408 -0.0650) 2.61 8.2 L 
杀 虫 单 Monosultap 6. 1650 (4.5590 -7.8810) 2.39 21.6 M 
RA 阿 维 菌 素 Avermectins 0.0003 (0.0002 -0.0004) 1.64 1.75 S 
毒 死 蜂 Chlorpyrifos 0. 3005 (0.1575 -0.4560) 2.72 36.6 M 
三 唑 磷 Triazophos 4.1834 (2.6450 -10. 6402 ) 1.52 671.0 VH 
杀 虫 单 Monosultap 40.3460 (28. 8810 -61.8160) 1.47 130.8 H 
ZJ 阿 维 菌 素 Avermectins 0.0005 (0.0003 -0.0008) 3.73 3.1 DS 
毒 死 蜂 Chlorpyrifos 0. 1650 (0.1310 -0.2070) 2. 96 19.6 M 
三 唑 磷 Triazophos 4.2040 (2.9610 -6.7670) 1.51 678.1 VH 
杀 虫 单 Monosultap 57.7150 (37.4940 -130. 5510) 1.35 202.6 VH 


RR: 抗 性 倍数 Resistance ratio. 抗 性 倍数 以 黑龙 江 种 群 为 基准 。The resistance ratio of HLJ population is set as 1. S; 敏感 Susceptible: 0 < RR=<3; 
DS: 敏感 性 下 降 Decreased susceptibility: 3 <RR<S$; 工 : 低 抗 Low resistance level: 5 < RR<10; M: 中 抗 Middle resistance level: 10 < RR<40; H: 


高 抗 High resistance level: 40 < RR<160; VH: 极 高 抗 水 平 Very high resistance level: RR > 160. 种 群 代 码 同 表 1; 表 3 同 。The population code 


same as in Table 1. The same for Table 3. 


2.2 二 化 旦 中 肠 细 菌 16S rDNA 序列 与 NCBI 数 
据 库 的 比 对 结果 

16S rDNA 文库 序列 分 析 结 果 表 明 ( 表 3), 4 种 
不 同 抗 药性 水 平 的 二 化 坚 种 群 4 龄 幼虫 中 肠 共 发 现 
21 种 细菌 系统 发 育 型 ， 其 中 以 链球 菌 属 
Streptococcus 种 类 最 多 ,有 9 种 。 另 有 肠 球菌 属 
Enterococcus 4 种 ， 乳 球菌 属 Lactococcus 2 种 ,四 体 
球菌 属 Tetragenococcus、 食 杆菌 属 Carnobacterium、 
假 单 胞 瑚 属 Pseudomonas、 和 苍白 杆 菌 属 
Ochrobactrum、 蜜 蜂 球 菌 属 Melissococcus 和 不 动 杆菌 


属 Acinetobacter 各 1 种 。4 个 不 同 抗 药性 水 平 的 二 
化 旦 种 群 中 肠 内 相同 的 细 霄 种 类 有 7 种 , 分 别 为 
E. faecium, L. lactissubsplactiis, O. anthropic, Ek. 
faecalis, E. hirae, L. garvieae 和 Enterococcus sp., 但 
不 同 种 群 的 优势 类 群 差异 较 大 , 诸暨 种 群 的 优势 类 
群 为 E. faecium, L. lactissubsplactis, O. anihropic, 
.faecalis 和 Ehirae; 瑞安 种 群 的 优势 类 群 为 £. 
faecium, Ek，hirae 和 Enterococcus sp.; 连云港 种 群 的 
优势 类 群 为 E. faecium, E. faecalis 和 Enterococcus 
sp.; 黑龙 江 种 群 的 优势 类 群 为 E. faecalis, E. hirae 
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和 Enterococcus sp.。 实 验 进 一 步 看 出 , 4 个 不 同 抗 药 
性 水 平 的 二 化 旦 种 群 中 肠 微生物 群落 , 除 诸暨 种 群 
的 LL lactissubsplactis, O. anthropic 和 LL. garvieae 3 


种 细菌 较 丰 富 外 ， 其 他 均 以 肠 球菌 属 Enterococcus 
为 主 。 


表 3 二 化 晨 中 肠 细菌 16S rDNA 序列 与 NCBI 数据 库 的 比 对 
Table3 Alignment of 16S rDNA sequence of midgut bacteria isolated from Chilo suppressalis in NCBI database 


同 源 性 最 高 序列 来 源 人 
™ GenBank 序列 号 
Source of the highest-scoring 
GenBank accession no. 


Clone Identity Clone 











homologous sequence Identity 
1 Tetragenococcus halophilus NC_016052. 1 95 
2 Lactococcus garvieae NC_017490.1 92 
3 “emobacterium NC_019425.1 
maltaromaticum 
4 Enterococcus faecium NC_017960. 1 99 
3 Lactococcus lactissubsplactis NC_017486. 1 99 
6 Streptococcus thermophilus NC_008532. 1 
7 Streptococcus agalactiae NC_007432. 1 
8 Sireptococcus pyogenes NC_018936. 1 90 
Streptococcus pasteurianus NC_015600. 1 
10 Pseudomonas aeruginosa NC_017549. 1 
ll Streptococcus thermophiles NC_017581.1 
12 Sitreptococcus parasanguinis NC_017905.1 
13 Sitreptococcus macedonicus NC_016749.1 
14 Streptococeus infantarius NC 016826.1 
subsp. infantarius 
13 Ochrobactrum anthropic NC_009668. 1 99 
16 Enterococcus hirae NC_018081.1 99 
17 Melissococcus plutonius NC_015516.1 
18 Streptococcus suis NC_017950.1 
19 Enterococcus sp. 7L76 FP929058. 1 99 
20 Acinetobacter baumannii NC_017387.1 92 
21 Enterococcus faecalis NC_004668. 1 99 


2.3 DGGE 图 谱 分 析 、 序 列 鉴定 及 与 16S rDNA 


文库 分 析 结 果 的 比较 


4 个 不 同 抗 药 性 水 平 的 二 化 坚 种 群 肠 道 细 英 
DGGE 图 谱 分 析 表 明 : 黑龙 江 种 群 条 带 较 为 单一 ， 
连云港 种 群 条 市 最 为 丰富 , 诸暨 与 瑞安 2 个 种 群 条 
带 丰 富 度 相似 。 图 1 显示 , 不 同 种 群 的 DGGE 条 带 
在 亮度 上 和 表现 出 明显 差异 , 这 说 明 同 种 微生物 在 不 
同 抗 性 种 群 中 的 比例 有 差异 。 如 条 融 6 虽然 在 连 云 
港 、 瑞 安 和 诸暨 3 个 种 群 中 都 检测 到 , 但 由 于 瑞安 
种 群 的 条 吾 6 亮度 明显 强 于 连云港 和 诸暨 种 群 , 故 
推测 Closiridium botulinum ( 表 4) 在 瑞安 种 群 中 的 比 


RA LYG HLJ 


一 致 性 (% ) 克隆 数 一 致 性 (%) 克隆 数 一 致 性 (% ) 克隆 数 一 致 性 (% ) 克隆 数 


Identity Clone Identity Clone 


1 


1 95 1 99 1 99 1 
90 1 
6 99 3 99 3 99 2 
4 99 2 99 2 99 2 
99 1 
92 1 
95 1 
95 1 
90 1 
90 1 
95 1 
95 1 
4 99 1 99 2 99 1 
3 99 3 99 1 99 3 
92 1 
92 1 
2 99 3 99 4 99 3 
3 99 1 99 3 99 3 


例 明 显 高 于 连云港 与 诸暨 种 群 条 带 3 
( Carnobacierium sp. ) 仅 在 诸暨 种 群 中 检测 到 ; 条 市 
1 (Enterococcus faecium ) 和 条 之 2(Ek，hirae) 在 4 个 
种 群 中 均 检测 到 , 亮度 也 比较 一 致 , 说 明 这 二 种 细 
离 在 4 个 不 同 抗 药 性 种 群 中 均 为 优势 种 。 此 结果 与 
16S rDNA 文库 构建 的 结果 基本 一 致 , 表明 4 个 不 
同 抗 药性 水 平 的 二 化 坚 种 群 中 肠 细 菌 群落 中 肠 球 菌 
属 Enterococcus 为 优势 种 群 ( 表 4)。 条 市 9 (已 
hirae) 在 4 个 种 群 中 均 检 测 到 , 但 可 能 仅 作为 劣势 
种 群 存在 ; 条 带 14 (Arthrobacter sp. ) 在 4 个 不 同 抗 
药性 种 群 的 亮度 差异 较 大 , 表明 该 细菌 在 不 同 种 群 
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不 同 种 群 二 化 晓 4 龄 幼虫 肠 道 细菌 DGGE 图 谱 


DGGE profiles of intestinal bacteria in the 4th instar 


C DD 
图 1 
Fig. 1 
larvae of Chilo suppressalis 
A: 连云港 种 群 Lianyungang population; B: 瑞安 种 群 Rui”an 
population; C: 黑龙 江 种 群 Heilongjiang population; D: 诸暨 种 群 
Zhuji population. 
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中 的 存在 明显 差异 , 在 连云港 种 群 中 作为 优势 种 存 
在 , 而 在 其 他 种 群 仅 作为 劣势 种 群 存在 。DGGE 结 
果 同 样 表 明 不 同 抗 性 种 群体 内 共生 细菌 群落 多 样 性 
存在 差异 , 但 是 不 同 种 群 间 存在 的 细菌 类 别 的 差 
异 , 以 及 同 种 细菌 在 不 同 抗 药 性 种 群 中 优 劣 地 位 的 
不 同 是 否 与 寄主 抗 药 性 之 间 存 在 因果 关系 还 需要 进 
一 步 的 人 研究。 


3 讨论 


本 文 结 来 表明 , 4 个 不 同 抗 药 性 水 平 的 二 化 蝶 
种 群 中 肠 细 菌 群落 的 丰富 度 存在 差异 , 最 多 的 有 12 
种 系统 发 育 型 (连云港 种 群 ), 最 少 的 有 9 种 (瑞安 
种 群 ), 这 与 Broderick 等 (2004) 报道 的 舞 毒 娥 中 肠 
细菌 群 落 多样 性 数目 相似 。DGGE 图 谐 显示 除 黑 龙 
江 种 群 (敏感 种 群 ) 外 ,其 余 3 个 种 群 中 肠 细菌 群落 


表 4 DGGE 割 胶 回 收 条 惠 的 序列 与 NCBI 数据 库 的 比 对 结果 
Table 4 Alignment of DGGE band recovery sequence in NCBI database 





同 源 性 最 高 序列 GenBank 登录 号 一 致 性 (%) 
Highest-scoring homologous sequence GenBank accession no. Identity 

1 Enterococcus faecium Aus0004 CP003351.1 100 
之 Enterococcus hirae ATCC 9790 chromosome NC_018081.1 100 
3 Carnobacterium sp. 174 chromosome NC_015391.1 100 
4 Lactococcus lactis. subsp. cremoris UCS09.9 NC_019435.1 100 
5 Clostridium acetobutylicum EA2018 chromosome NC_017295. 1 100 
6 Clostridium botulinum B str. Eklund 17B( NRP) NC_018648. 1 100 
7 Clostridium perfringens str. 13 chromosome NC_003366. 1 100 
8 Klebsiella oxytoca KCTC 1686 chromosome NC_016612 100 

Enterococcus hirae ATCC 9790 chromosome NC_018081 100 
10 Thermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL-YS485 chromosome NC_017992 100 
11 Enterococcus hirae ATCC 9790 chromosome NC_018081 100 
12 Enterococcus faecium DO chromosome NC_017960 100 
13 Carnobacterium maltaromaticum LMA28 NC_019425 100 
14 Arthrobacter sp. Rue61a chromosome NC_018531 100 


多 样 性 较为 丰富 , 因而 推测 在 二 化 竖 抗 药性 水 平 的 
转变 过 程 中 , 其 中 肠 细 菌 群落 的 多 样 性 也 会 随 之 而 
丰富 。 进 一 步 发 现 , 4 个 不 同 抗 药 性 水 平 的 二 化 螟 
种 群 中 肠 细菌 群落 以 肠 球 菌 属 Enterococcus 为 主 ， 
日 均 能 检测 到 Enterococcus faecium, E. hirae 和 EF. 
faecalis, 以 及 某 些 不 能 确定 分 类 学 地 位 的 菌株 ,这 
与 已 报道 的 家 看 ( 相 辉 等 ，2007) 和 舞 毒 蛾 





( Broderick et al., 2004 ) 的 检测 结果 相似 。 二 化 旦 肠 
道 属于 高 pH 值 , 而 肠 球 菌 属 中 很 多 种 类 能 够 产生 
乙酸 盐 , 对 于 降低 肠 道 pH 值 具有 积极 意义 ,可 以 
保护 寄主 昆虫 免 受 某 些 毒素 危害 (Broderick et al.， 
2006) 。 由 此 推 新 , 作为 对 寄主 昆虫 肠 道 环境 具有 
生理 调 市 作用 的 一 类 菌 ,， 有 可 能 是 寄主 所 必需 的 ， 
因而 在 不 同 抗 药性 水 平 的 种 群 内 都 以 优势 类 和 群 
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存在 。 

链球 阔 属 是 二 化 坚 中 肠 中 为 一 类 种 类 比较 丰 宦 
的 发 育 系统 型 , 4 个 不 同 抗 药性 水 平 的 二 化 坚 种 群 
中 肠 中 都 存在 链球 菌 , 但 其 类 别 存 在 差异 , 其 中 抗 
药性 水 平 较 高 的 诸 既 种 群 、 瑞 安 种 群 中 肠 中 检测 到 
的 Streptococcus pyogenes, S. parasanguint 和 9. 
macedonicus 祁 属 于 致 病菌 ,， 抗 药性 水 平 相对 较 低 的 
连云港 种 群 中 肠 中 的 $S. ihermophilus 和 S. 
thermophiles 具有 一 些 功能 活性 , 能 生产 胞 外 多 糖 
( 张 新 源 等 , 2012) 和 细菌 素 ( 李 琳 等 , 2010), 能 有 
效 降低 肠 道 pH 值 ， 防止 病原 菌 定 植 , 分 泌 细 菌 素 
抑制 病原 菌 的 生长 , 属于 潜在 的 益生 菌 , 但 抗 性 敏 
感 的 黑龙 江 种 群 中 肠 中 存在 $S. agalactiae,S. 
pasteurianus ,，S. infantarius,，S. suis 4 种 致 病菌 。 目 
前 本 研究 仍 无 法 判定 这 些 类 群 菌株 的 存在 是 否 与 寄 
主 抗 药性 水 平 存在 关联 。 

乳 球 阔 属 的 Lactococcus garvieae 和 大 
lactissubsplactis 在 4 个 种 群 中 均 痢 检测 到 , 前 者 为 至 
病菌 , 后 者 可 利用 柠 榜 酸 盐 产生 许多 发 酵 乳 制品 中 
的 重要 风味 物质 一 一 双 乙 酰 类 ( 韩 希 妍 等 ,2007)， 
在 二 化 坚 中 肠 中 作用 尚 不 明确 。 苍 白丁 菌 属 的 0. 
anthropic 也 在 4 个 种 群 中 肠 中 都 检测 到 , 该 菌 广 泛 
分 布 于 土壤 和 水 中 ,为 一 种 条 件 致 病菌 ( Deliere et 
al.，2000 ) 。 诸 旺 种 群 中 的 4A.，Vbaumannii 和 C. 
perfringens ,瑞安 种 群 中 的 KK，oxyioca， 连云港 种 群 
中 的 P， aeruginosa 和 MM，plutonius 以 及 这 3 个 种 群 
中 均 检测 到 的 C，botulinum 都 为 致 病菌 , 在 二 化 旦 
中 是 否 也 会 引起 寄主 的 某 些 病变 还 无 法 确定 。 诸 暨 
种 群 中 的 Thalophilus 为 食品 发 酵 中 常用 菌株 ， 
Carnobacterium sp. 是 食物 腐败 的 主因 ,，C. 
perfringens 是 坏死 性 肠炎 的 臻 病菌 , 该 菌 通常 在 外 
因 诱 导 下 上 肠 道 环境 改变 引起 的 菌 群 失调 中 由 劣势 菌 
株 转 为 优势 菌株 ， 从 而 引发 肠炎 ( Cole et al.， 
2004 ) 。 连 云 港 种 群 中 检测 到 的 C. acetobutiylicum 
能 产生 两 柄 和 耳 醇 (Creen el al.,，1998),C. 
maltaromaticum 为 号 蝠 蛾 幼 忠 肠 道 优势 菌 , 且 该 菌 
的 存在 有 助 于 维持 贡 嘎 蝙 蛾 幼虫 肠 道 菌 群 多 样 性 平 
衡 ( 稳 冬 冬 等 , 2010 ) ，4rtjpropacier sp. 中 的 菌株 能 
在 当 体 化 合 物 的 A 环行 脱氧 作用 ( 骆 健 美 等 ， 
2012 ) 。 瑞 安 种 群 中 的 T，saccharolyticum 在 高 温 下 
能 产 酸 。 

有 研究 表明 ,棉铃 虫 Helicoverpa armigera 中 肠 
微生物 群落 中 检测 到 一 株 能 有 效 降低 Bt 毒素 对 寄 
主 杀 虫 活性 的 郑 株 ( 张 浩 等 ,2012 ) ， 点 蜂 缘 晴 


Riptorius pedesiris 中 肠 也 存在 能 降解 杀 晨 松 
(fenitrothion ) 的 Burkholderia 属 细菌 (Kikuchi et al.， 
2012) 。 这 些 研 究 说 明 , 昆虫 肠 道 微生物 与 寄主 的 
抗 药 性 的 产生 存在 一 定 关 联 性 。 本 文 结果 显示 不 同 
抗 药 性 水 平 的 二 化 蝶 种 群 在 中 肠 微生物 群落 的 丰富 
度 上 存在 差异 , 同时 通过 NCBI 的 比 对 结果 表明 ， 
除 肠 球菌 属 Enterococcus 外 , 其 他 各 属 内 的 菌株 类 
别 在 不 同 抗 药性 水 平 二 化 坚 中 肠 内 也 存在 差异 ， 如 
Carnobacterium sp. 和 Arihrobacter sp. 分 别 仅 在 诸暨 
种 群 和 连云港 种 群 中 检测 到 。 但 这 些 菌 株 类 别 的 差 
异 是 否 会 造成 寄主 抗 药 性 水 平 的 改变 以 及 是 否 存 在 
对 外 源 毒 素 具 有 降解 能 力 的 菌株 , 均 需 今后 深入 
人 研究 。 


参考 文献 ( References) 


Broderick NA, Raffa KF, Goodman RM, Handelsman J, 2004. Census 
of the bacterial community of the gypsy moth larval midgut by using 
culturing and culture-independent methods. Appl. knviron. 
Microbiol., 70(1) :293 -300. 

Broderick NA, Raffa KF, Handelsman J, 2006. Midgut bacteria required 
for Bacillus thuringiensis insecticidal activity. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 103(41).: 15196 -15199. 

Brune A, Friedrich M, 2000. Microecology of the termite gut: structure 
and function on a microscale. Curr. Opin. Microbiol., 3(3).: 263 — 
269. 

Campbell BC, 1989. On the role of microbial symbiotes in herbivorous 
insects. In: Bernays EK ed. Insect-Plant Interactions. CRC Press, 
Boca Raton. 

Cole AR, Gibert M, Popof M, 2004. Clostridium perfringens epsilon- 
toxin shows structural similanity to the pore-forming toxin aerolysin. 
Nat. Struct. Mol. Biol., 11(8). 797 -798. 

Deliere E, Vu-Thien H, Levy V, 2000. 上 Epidemiological investigation of 
Ochrobactrum anthropi strains isolated from a haematology unit. J. 
Hosp. Infect., 44(3) : 173 - 178. 

Dillon RJ, Charnley K, 2002. Mutualism between the desert locust 
Schistocerca gregaria and its gut microbiota. Res. Microbiol., 153 
(8) : 503 -509. 

Dillon RJ, Vennard CT, Dillon RJ, 2005. Diversity of locust gut bacteria 
protects against pathogen invasion. Ecol. Lett., 8(12 ) : 1291 - 1298. 

Douglas AE, Darby AC, Birkle L, 2002. The ecological significance of 
symbiotic micro-organisms in animals: perspectives from the 
microbiota of aphids. In: Hails RM, Beringer J, Godfray HC eds. 
Genes in the Environment. Blackwell Publishing, Oxford. 
306 — 325. 

Green EM, Bennett GN, 1998. Genetic manipulation of acid and solvent 
formation in Clostridium acetobutylicum ATCC824. Biotechnol. 
Bioeng., 58(2(3).: 215 -221. 

Han XY, Sun DO, Xiang L, Huo GC, Jiang YJ, 2007. Gene regulation 


to lactic acid bacteria for increasing production of flavor metabolite. 


1082 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56 卷 


4cta Microbiol.，Sinica, 47(6): 1105 -1109. [ 娃 希 妍 ， 孙 大 庆 ， 
相 丽 , 霍 贵 成 , 姜 航 君 , 2007. 乳酸 菌 风味 代谢 物质 的 基因 调 
控 . 微生物 学 报 , 47(6) : 1105 -1109 |] . 

Haynes S, Darby AC, Daniel TJ, 2003. Diversity of bacteria associated 
with natural aphid populations. Appl. Environ. Microbiol., 69(12): 
7216 -7223. 

Kikuchi Y, Hayatsuc M, Hosokawad T, 2012. Symbiont-mediated 
insecticide resistance. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109 (22 ) : 
8612 - 8617. 

[LiL, ja SR, Tan ZL, Yang HJ, Gao YR, Fan BO, Wang GL, 2010. 
Thermophilin ST9, a new bacteriocin produced by Sireptococcus 
thermophilus CGMCC 1. 1864. Microbiol. China, 37(3).: 349 - 
354. | 李 琳 , 贾 士 颂 , 谭 之 衙 , 杨 洪江 , 高 玉 末 , 范 宝 庆 , 王国 
良 , 2010. 嗜 热 链球 菌 CCMCC1. 1864 所 产 的 一 种 新 型 细菌 素 
ST9. 微生物 学 通报 , 37(3) : 349 -354] 

Luo JM , Song Y, Wang JF, Ning J] , Cheng YX , Zheng Y, Shen YB, 
2012. Study on the effects of different kinds of organic solvents on 
Cl, 2 dehydrogenation reaction by the analysis of Arthrobacter 
simplex cell characters. Chem. Bioeng., 29(5): 49 -53. [ 骗 健 
美 , 宋 妍 , 王建 锋 , 宁静 , 成 永 新 , 郑 宇 , 申 雁 冰 , 2012. 基于 
细胞 性 质 分 析 不 同 有 机 洲 剂 对 简单 节 杆 兰 C1,2 脱毛 反应 的 影 
啊 . 化 学 与 生物 工程 , 29(5) : 49 -53] 

McRillip JL, Small CL, Brown JL, 1997. Sporogenous midgut bacteria of 
the leafroller, Pandemis pyrusana ( Lepidoptera: Tortricidae ). 
Environ. Entomol., 26(6).: 1475 -1481. 


Mu DD, Wang ZK, Yin YP, 2010. Changes of intestinal microflora in 
Hepialus gonggaensis larvae after feeding with Carnobacterium sp. 
Hg4-03 as a probiotic strain. Acta Microbiol. Sin., 50(2).: 251 -— 
255. |[ 穆 冬 冬 , 王 中 康 , 恋 幼 平 , 2010. 饲 喂 肉 杆 菌 Hg4-03 对 
贡 嘎 蝠 峨 幼虫 肠 菌 生物 多 样 性 的 影响 . 微生物 学 报 , 50 (2): 
251 -255 | 

Xiang H, Li MW, Zhao Y, Zhao LP, Zhang YH, Huang YP, 2007. 
Bacterial community in midguts of the silkworm larvae estimated by 
PCR-DGGE and 16S rDNA gene library analysis. Acta Entomol. 
Sin., 50(3) : 222 -233. [ 相 辉 , 李 木 旺 , 赵勇 , 赵 立 平 , 张 月 
华 , 黄 勇 平 ， 2007. 家 看 幼虫 中 上 肠 细 菌 群落 多 样 性 的 PCR- 
DGGE 和 16S rDNA 文库 序列 分 析 . 昆虫 学 报 ,，S$0(3) : 222 - 
233 | 


Zhang H, Xue Y, Hou YF, Wang KM, Zhang ZG, Li MS, Yu ZN, 
2012. Effect of gut bacteria to the insecticidal activity of Bacillus 
thuringiensis toward Helicoverpa armigera. Biotech. Bull., (7 ): 
176 -180. [ 张 浩 , 薛 妍 , 候 艳 飞 , 王 开 梅 , 张志刚 , 李 明 顺 , 喻 
子 牛 , 2012. 肠 道 亩 对 苏 云 金 车 抑 杆 菌 杀 虫 活性 的 研究 . 生物 
技术 通报 , (7): 176 -180] 

Zhang XY, Liu HP, Cao CL, ji L, 2012. Punification and structural 








characterization of exopolysaccharide produced by Sitreptococcus 
thermophilus CH9. Food Sci., 33(19) :107 -112. | 张 新 源 , 刘 会 
平 ， 曹 春玲 , 季 玲 , 2012. 嗜 热 链 球菌 CH9 胞 外 多 糖 的 分 离 纯 
化 及 结构 分 析 . 食品 科学 , 33(19) : 107 -112 

(责任 编辑 : 赵 利 辉 ) 


